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Titel: 

Anordnung zur Einkopplung einer optischen Pinzette und/oder eines 
Bearbeitungsstrahles in ein Mikroskop 

Die Erfindung erlaubt die raumliche Fixierung von mikroskopischen 
Objekten im Laser Scanning Mikroskop, auch wahrend Verschiebung der 
Objektebene, zum Beispiel bei der Biidaufnahme. Somit konnen auch sich 
bewegende Objekte scharf abgebildet werden. 

Hintergrund der Erfindung 

Fur eine Reihe von biologischen Arbeitstechniken hat sich die optische 
Pinzette als interessantes Arbeitswerkzeug erwiesen. Die Kombination von 
Laser Scanning Mikroskopen mit Lasermikrotechniken lalit eine Erweiterung 
der experimentellen Moglichkeiten erwarten. 

LSM-Aufnahmen sich bewegender Objekte, vor allem im Inneren ungeoffneter 
Zellen, ergeben oft nicht zufriedenstellende Bilder, da sich viele 
subzellulare Strukturen wahrend der Scanzeit bewegen. Die optische Pinzette 
lalit sich hier ideal zur schonenden (Vital-) Fixierung einsetzen. Weiterhin 
ist mit der optischen Pinzette eine raumlich defmierte Verschiebung von 
fixierten Objekten moglich. Anwendungsbeispiele fur den Einsatz einer 
kompensierten optischen Pinzette im Laser Scanning Mikroskop sind die 
Untersuchung von Organelien, zum Beispiel Chloroplasten, oder das 
Festhalten von durch Motorproteine bewegten Objekten. Im letzten Fall sind 
unter geeigneten Bedingungen sogar Kraftmessungen moglich. Grundsatzlich 
konnen bewegliche Objekte, beispielsweise Partikel in Suspension oder 
bestimmte Organelien, ohne Fixierung durch eine kompensierte optische 
Pinzette, nicht scharf abgebildet werden. 

Eine durch das Objektiv eingekoppelte optische Pinzette hat ihren Fokus in 
der Objektebene. Wird durch den dreidimensionalen Bildaufnahmevorgang 
( Scannen") die Objektebene parallel verschoben, so verschiebt sich der 
Fokus der optischen Pinzette mit. Dies fuhrt dazu, daft Objekte, die durch 
die optische Pinzette gehalten werden, ebenfalls verschoben werden. Dies 
ist jedoch wahrend der Biidaufnahme unerwunscht. Deshalb muB die 
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Verschiebung der Objektebene durch eine geeignete Einrichtung im 
Strahlengang der optischen Pinzette kompensiert werden. 
Die Erfindung ist immer dann bei Laser Scanning Mikroskopen verschiedener 
Hersteller notwendig, wenn die optische Pinzette durch das Objektiv 
eingekoppelt wird und die dritte Dimension bei der Bildaufnahme durch 
Verschieben des Objektivs oder des Objekttischs oder einer anderen Methode, 
die den Fokus der optischen Pinzette relativ zur Probe verschiebt, 
erschlossen wird. 

Die Einkopplung der optischen Pinzette in ein inverses Mikroskop iiber ein 
zweites hochaperturiges Objektiv, das die optische Pinzette von der anderen 
Seite der Probe einkoppelt (K. Visscher, G. J. Brakenhoff: Single Beam 
Optical Trapping Integrated in a Confocal Microscope for Biological 
Applications. Cytometry 12:486-491 (1991)), macht eine kompensierte 
Bewegung der optischen Pinzette zwar uberflussig, dafur mufc sich die Probe 
aber zwischen zwei Deckglasern befinden und darf eine gewisse Dicke nicht 
uberschreiten. Weiterhin schrankt diese Art der Einkopplung konventionelle 
mikroskopische Anwendungen ein, da das Objektiv fur die optische Pinzette 
an der Stelle plaziert ist, an der sich im inversen Mikroskop der 
Durchlichtstrahlengang befindet. Daruber hinaus ist die Probe von oben 
nicht mehr uneingeschrankt frei zuganglich, was zum Beispiel Anwendungen 
mit Mikroinjektions- oder Temperiereinrichtungen sehr erschwert, wenn nicht 
sogar unmoglich macht. Letzteres gilt auch fur Aufbauten, bei denen das 
optische Fixieren von Partikeln durch mit Mikrolinsen versehenen Glasfasern 
erfolgt, die direkt auf die Probe gefiihrt werden. Hinzu kommen Probleme mit 
der Sterilitat der Probe, da die Glasfasern in dickere 
Flussigkeitsschichten eintauchen mussen, wenn Partikel an der Unterseite 
der Flussigkeit fixiert werden sollen. 

Beschreibung 

Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der Wirkung der Erfindung, 
Abbildung 2 die Anwendung in einem Mikroskop wie einem Laser-Scanning - 
Mikroskop. 

Im fur die Erfindung relevanten Aufbau wird die optische Pinzette durch das 
Mikroskopobjektiv in die Objektebene gefuhrt. Sie ist so justiert, daft sich 
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in der Objektebene befindliche mikroskopische Partikel gehalten werden, das 
heifct, der Fokus der optischen Pinzette liegt in der Objektebene. Bei der 
dreidimensionalen Bildaufnahme durch ein Laser Scanning Mikroskop mufi die 
Objektebene jedoch parallel verschoben werden, um die aus der Objektebene 
heraus ragende dritte Dimension zu erschlieBen. Dadurch verschiebt sich 
auch der Fokus der optischen Pinzette, was zu einer unerwunschten 
Verschiebung der fixierten Partikel fuhrt. Ohne Kompensation dieser 
Verschiebung konnen dreidimensionale Objekte, die durch die optische 
Pinzette gehalten werden, nicht dreidimensional aufgelost aufgenommen 
werden. Eine Kompensation der Verschiebung der Objektebene, im Folgenden 
z-Kornpensation genannt, besteht aus variablen optischen Elementen, die in 
der Strahlengang der optischen Pinzette eingefugt werden und die die 
Bewegung der Objektebene kompensieren. Die z-Kompensation bewirkt eine zur 
Bewegung der Objektebene simultan ablaufende kompensierende Bewegung der 
optischen Pinzette, so dafc die Position des fixierten Objekts in der Probe 
erhalten bleibt. 

Realisiert wird die Kompensation uber ein elektromechanisch verschiebbares 
optisches Element im Einkoppelsystem der optischen Pinzette. Die exakte 
Position der Objektebene wird der Steuerelektronik des Laser Scanning 
Mikroskops wahrend des Bildaufnahmevorgangs entnommen. Entsprechend wird 
das verschiebbare optische Element im Einkoppelsystem der optischen 
Pinzette rechnergesteuert verfahren, so daB die Position des fixierten 
Objekts relativ zur Probe erhalten bleibt. Es ist prinzipiell nicht 
notwendig, die Position der Objektebene der Steuerelektronik des Laser 
Scanning Mikroskops zu entnehmen, da die Position der relevanten optischen 
Elemente auch elektromechanisch oder optisch detektiert werden kann. Dies 
ist allerdings mit einem grolieren Aufwand verbunden. 
Wenn der Strahlengang fur die optische Pinzette vom Laser zum Mikroskop 
uber Lichtleiter erfolgt, kann die z-Kompensation mit der mikroskopseitigen 
Halterung des Lichtleiters kombiniert werden. Es entsteht dann eine 
kornpakte Einheit mit einem Minimum an optischen Elementen. 
Es besteht auch die Moglichkeit, die z-Kompensation manuell vorzunehmen. 
Dazu wird das zu untersuchende Objekt in verschiedenen x-y-Schnitten 
abgetastet. Zwischen den Schnitten wird die Objektebene durch das Laser 
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Scanning Mikroskop verschoben. Vor der Aufnahme des nachsten Schnitts wird 
die Position des Fokus der optischen Pinzette durch manuelles Verschieben 
des im Strahlengang der optischen Pinzette befindiichen zusatzlichen 
optischen Elements wieder an den Ausgangspunkt gebracht. Dieser Vorgang 
wird fur jeden x-y-Schnitt wiederholt. Durch die oben beschriebene 
rechnergesteuerte elektromechanische Verschiebung des Konipensationselements 
wird jedoch wahrend der dreidimensionalen Bildaufnahme Zeit gespart, was 
bei kurzlebigen Praparaten von entscheidender Bedeutung sein kann. Es soil 
jedoch die z-Kompensation an sich patentiert werden, unabhangig von ihrer 
technischen Ausfuhrung. 

Sollen mehrere in Flussigkeit bewegliche Objekte untersucht werden, mussen 
diese alle mit einer optischen Pinzette fixiert werden. Die hier 
beschriebene z-Kompensation erlaubt auch das Einkoppeln einer sogenannten 
Multitrap", einer optischen Pinzette, bei der ein oder mehrere 
Laserstrahlen zur Fixierung auf mehrere Objekte gelenkt werden. Dies kann 
auch dadurch geschehen, daft mit Hilfe eines Scannerspiegels ein Strahl 
abwechselnd in hoher Frequenz auf mehrere Objekte so gelenkt wird, daft 
diese fixiert bleiben, auch wenn der Laserstrahl nicht permanent das 
entsprechende Objekt bestrahlt. 

Auf gleiche Weise wie die optische Pinzette kann auch ein Lasermikrostrahl 
kompensiert eingekoppelt werden (Ein Lasermikrostrahl ist ein kurz 
gepulster Laserstrahl, der in ein Mikroskop eingekoppelt wird, urn 
Mikromaterialbearbeitung durchzufuhren). Somit kann fur die Einkopplung des 
Lasermikrostrahls die gleiche Optik wie fur die optische Pinzette verwendet 
werden. Ein z-kompensierter Lasermikrostrahl erlaubt prazise 
Materialbearbeitung wahrend der Bildaufnahme, zum Beispiel um die 
Licht-Materie-Wechselwirkung im Detail zu untersuchen. 

Die Abbildung 2 zeigt einen mikroskopischen Strahlengang mit einer Probe P, einem 
Objektiv O und einer Tubuslinse TL. 

Clber einen Umlenkspiegel US wird uber eine Scanlinse SL und einen x/y Scanner 
SC sowie einen Umlenkspiegel US1 und einen dichroitischen Strahlteiler ST1 ein 
Laserstrahl L1 eingekoppelt, der die Probe P in x/y Richtung abscannt. 
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Der Strahlfokus in der Probe wird hierbei durch Verschieben des Objektives O in Z- 
Richtung uber eine Ansteuereinheit AS hohenverstellt, so daft die Probe an 
unterschiedlichen Z-Positionen abgescannt werden kann. 

Die von der Probe kommende Strahlung gelangt auf umgekehrten Weg uber den 
Stahlteiler ST1 auf eine Detektoreinheit, bestehend aus Pinholeoptik PO, Pinhole PH 
sowie Detektor DE. 

Weiterhin ist uber einen weiteren Stahlteiler ST2 und eine Linse L eine HBO - 
Beleuchtung einkoppelbar. 

Uber den Strahlteiler ST2 und einen weiteren Strahlteiler ST3 werden weiterhin in 
einer Variante V1 uber entsprechende Korrektionsoptiken 01 ,02 ein gepulster 
Laserstrahl L2 zum optischen Schneiden und ein weiterer Laserstrahl L3 als 
optische Pinzette ( Optical Tweezer) eingekoppelt. 

Beispielsweise kann es sich zur Lichteinkopplung um eine indirekte Einkopplung 
uber Lichtleiter handeln, denen Kollimationsoptiken nachgeordnet sind. 
Durch Verschieben der Optiken oder der Lichtleiterenden entlang der optischen 
Achse andert sich die Strahlfokusposition des jeweiligen Lasers in der Probe P. 
Die Korrektionsoptiken 01,02 sind hierbei in der Variante V1 entlang der optischen 
Achse uber die Ansteuereinheit AS verschiebbar angeordnet, wobei die 
Ansteuereinheit AS diese Verschiebebewegung mit der Verschiebebewegung des 
Objektives abstimmen kann. 

Dies erfolgt durch eine zur Verschiebung des Objektives uber errechnete Oder vorher 
abgespeicherte Korrekturwerte abgestimmte gegenlaufige Bewegung mindestens 
des Laserstrahles L3. 

Zum einen wird erreicht, dafi die Lage des Fokus innerhalb Probe in Z-Richtung 
definiert verandert werden kann. 

Zum anderen kann ein mit der optischen Pinzette festgehaltenes Objekt vorteilhaft 
bei Verschiebungen des Objektivs in Z-Richtung immer an derselben Stelle in der 
Probe verbleiben. 

Neben der Bewegung der Optik 02 fur den Laser L3 kann auch die Optik 01 fur den 
Schneidelaser L2 entsprechend bewegt werden und dadurch die Lage des Schnittes 
beliebig und auch von der Lage des Lasers L3 entkoppelt gewahlt werden. 
In der anschliefcend dargestellten Variante V2 ist fur die Laser L2, L3 eine 
gemeinsame verschiebliche Korrekturoptik 03 vorgesehen. 
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Auch hier kann durch zusStzlich in den Strahiengang des Lasers L2 einsetzbare 
unterschiedliche Optiken eine Entkopplung der Bewegung von L2 und L3 erreicht 
werden. 

Weiterhin ist hier die Verwendung eines sogenannten Multibeam-Tweezers, d.h. 
einer Pinzette, bei der ein oder mehrere Laserstrahlen zum Festhalten von mehreren 
Objekten verwendet werden konnen, moglich. 

Dies kann dadurch geschehen, dali der Laserstrahl L3 mit Hilfe eines 
Scannerspiegels in hoher Frequenz auf mehrere Objekte so gelenkt wird, dafi diese 
gleichzeitig festgehalten werden konnen ( C.Hoyer, S.Monajembashi, K.O. Greulich: 
Laser Manipulation and UV induced single molecule reactions of individual DNA 
molecules; Journal of Biotechnology 52 (1996), 65-73) 



Anwendungsbeispiele 

Organellen konnen haufig nicht scharf abgebildet werden, da sie sich 
wahrend der Bildaufnahme bewegen. Nur durch den Einsatz einer kompensierten 
optischen Pinzette, die die Fixierung der Organellen wahrend der 
Bildaufnahme ermdgiicht, sind scharfe, dreidimensionale Abbildungen 
moglich. So konnen Zellorganellen wie zum Beispiel Chloroplasten oder 
Mitochondrien in lebenden Zellen fixiert und scharf dreidimensional 
abgebildet werden. Organellen, die sich normalerweise nicht bewegen, wie 
sekretorische Vesikel oder der Graviperzeptionsapparat, konnen mit der 
optischen Pinzette aus der Ursprungsposition ausgelenkt werden und die 
Reaktion der Zelle darauf (Reorganisation) dreidimensional untersucht 
werden. Durch Auslenkung aus der Ruhelage kann auch die Cytoskelettdynamik 
in lebenden Zellen untersucht werden. 

Spharoiden konnen als in-vivo Modell fur Gewebe mit einer z-kompensierten 
optischen Pinzette im Laser Scanning Mikroskop dreidimensional manipuliert 
und untersucht werden. 

Mit Hilfe von Vitalfarbstoffen konnen lebende Zellen so angefarbt werden, 
dali sie mit Fluoreszenzmikroskopie abgebildet werden konnen. Mit einer in 
ein konfokales Laser Scanning Mikroskop integrierten z-kompensierten 
optischen Pinzette sind so Untersuchungen zur Chromosomenorganisation in 
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lebenden Zellen moglich. Ebenfalls sind mit dieser Anordnung 
dreidimensionale Abbildungen und Untersuchungen zum TeilungsprozeR an 
nichtadherenten Zellen moglich. 
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Patentanspruche 

1. . 

Anordnung zur Einkopplung mindestens eines Strahles einer optischen Pinzette zum 
Einfangen von Teilchen und/ oder eines Bearbeitungsstrahles in einen 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem Laser-Scanning- Mikroskop, 
wobei Mittel zur frei einstellbaren Veranderung der Lage des Strahlfokus der 
optischen Pinzette und / oder des Bearbeitungsstrahles bezuglich der Veranderung 
der Fokusposition des Mikroskopes vorgesehen sind. sind. 
2. 

Anordnung nach Anspruch 1 , wobei zur Veranderung der Lage des Strahlfokus eine 

separate bewegliche Optik vorgesehen ist. 

3. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei Strahlaustritt und / 
oder Beleuchtungsoptik der Optischen Pinzette und/ oder des Bearbeitungsstrahles 
in Richtung der optischen Achse verschiebbar sind. 
4. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , wobei die Veranderung 
ansteuerbar ist und eine Bewegung der optischen Pinzette und/ oder des 
Bearbeitungsstrahles in Gegenrichtung zur Bewegung des Mikroskopobjektives 
bewirkt. 
5. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, mit einer definierten 
Ansteuerung der Verschiebung uber vorgespeicherte oder errechnete Werte in 
Abhangigkeit von der Fokusposition. 
6. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei mehrere optische 
Pinzetten und/ oder Bearbeitungsstrahlen vorgesehen , die einzeln und/ oder 
gemeinsam bezuglich ihrer Fokuslage einstellbar sind 
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•V Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
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ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, da/3 die vorliegende 
internationale AnmeJdung nach dem Vertrag uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Anmeldeamt auszufullen 



PCT/EPOO/ U8 08 

Internationales AJctenzeichen 



(0 2. 11. oo) 



Internationales Anmeldedatum 



0 2 NOV 2000 



EUROPEAN PATENT OFFICE 
PCT INTERNATIONAL APPLICATION 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application' 1 



AJctenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) 74 Q 3 PCT 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG „ n , ™ • 1 t • ^_ • u. J 

v "Anordnung zur Emkopplung einer optische 

Pinzette und/oder eines Bearbeitungsstrahles in ein Mikroskop" 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschnft: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnu/iz 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Carl Zeiss Jena GmbH 
Carl-Zeiss-Promenade 10 

07745 Jena 
DE 



I 1 Diese Person ist 
1 1 gleichzeitig Erfinder 



Telcfonnr.: 






(03641) 


64 


-2400 


Telcfaxnr.: 






(03641) 


64 


-2469 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder i I alle Bestim- 

ftirfolgendeStaaten: [ ( mungsstaaten 



Fernschreibnr.: 

331545 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Salle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichmme 
Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

WENDENBURG, Ronald 
Ibrahimstr. 37 



07745 
DE 



Jena 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist 
| | nur Anmelder . 

| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
■ Angaben nicht notig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
filrfolgende Staaten: 



□ alle Bestim- j | alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
mungsstaaten 1 i der Vereinigten Staaten von Amerika 



Q nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



[ x 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsbiatt angegeben. 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder i 1 

vor den zustandigen internationalen Behfirden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I | A* 1 ^" 



gemeinsamer 
Vertreter 



'd ■ L n rwrnt//ner - oei jurisuscnen rersonen vousianaige ami t tone 

Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 

sm-TMtyoUi/*** J 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: . bei juristischen Personen vollstandige amtlich 
Bezeichnwi" A —~ L - :£ > - : — ' J: ~ ° — - / - : - — Ll — ' J — ir — j - - <-- — 

anzugeben., 

Carl Zeiss Jena GmbH 
Carl-Zeiss-Promenade 10 

07745 Jena 
DE 



Telefonnr.: 

(03641) 64-2400 



Telefaxnr.: 

(03641) 64-2469 



Fernschreibnr.: 
331545 



□ ZustelUnsch rift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
obigen Feld erne spezieile Zustellanschrift angegeben ist. 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Biart Nr. 



Fortsetzung von Fcld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der fotgenden Fetder benutzt, so sollte dieses Blatt demAntrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname. Vomame; beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben Der at diesem Fe d m der 
Anschrift angegebene Staat ist der staat des ottzes Oder Wohnsitzes aes Anmeiaers. sojern nacnsienena Kein 
Staat des Sines oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HOFFMANN, Anja 
Kronfeldstr. 21 

07745 Jena 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehend en 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangeh6rigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicsc Person ist Anmel der | 1 alle Bestim- 1 1 alleBestimmungsstaaten mitAusnahme [—] nurdie Vercinigten 1 | die im Zusatzfeld 

filrfolgende Staaten: | | mungssiaatcn 1 1 der Vercinigten Staaten von Amerika HLJ Staaten von Amerika | 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: bet jurist ischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitiahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend ketn 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

GREULICH, Karl Otto 
Max-Steenbeck-Str. 26 

07745 Jena 
DE 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

! 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig) 


Staatsangehtmgkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmel der r — 1 alle Bestim- I 1 alleBestimmungsstaaten mitAusnahme i | nurdie Vereinigten | I die im Zusatzfeld 
filrfolgende Staaten: | | mungsstaaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika |X 1 Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: /Familienname, Vorname; beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzitgeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MON A JEMB ASH I , Shamci 
Fritz-Frey-Str. 2. 

69121 Heidelberg 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

[ X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

IR 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alle Bestim- I 1 alleBestimmungsstaaten mitAusnahme [ 1 nurdie Vereinigten 1 | die im Zusatzfeld 

ftlrfolgendc Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika LXj Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: {Familienname, Vorname; beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in aer 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben isr.) 

UHL, Volker 
Erlaufstr. 37/1 

2344 Maria Enzersdorf 
AT 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmelder | 1 alle Bestim- [ 1 alle Bestimmungsstaaten mil Ausnahme | | nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

ftlr fo I gende Staaten: | | mungsstaaten 1 | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 X 1 Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (wcitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichcn Fortsetzungsblatt angegeben. 
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BlattNr. 3 



Zusatzfeld Wird dieses Zusatzfeld nicht benutzt, so sollte dieses Blatt dem Anirag nichi beigefugt werden. 



I. Wenn der Platz in einem Feld nichtfuralle Angaben ausreichc In diesem Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. ... " (Nummer 
des Feldes angeben] und machen die Angaben entsprechend der in dem Feld, in dem der Platz nicht ausreicht, vorgeschriebenen Artund 
Weise, insbesondere: 

(i) Wenn mehr als zwei Anmetder und/oder Erfinder vorhanden sind und kein " Fortsetzungsblatt " zur Verjugung stent: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. Ill" und machen fur jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgeschriebenen 
Angaben. Der in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern 
nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. 

(ii) Wenn in Feld Nr. (I oder III die Angabe "die im Zusatzfeld angegebenen Staaten " angekreuzt ist: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzung von Feld Nr. II", 'Fortsetzung von Feld Nr. Ill" bzw. "Fortsetzung von Feld Nr. II und Nr. Ill" undgeben den Nam&i 
des Anmelders oder die Namen der Anmelder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-. 
eurasisches, europaisches oder OAPI-Patent), fur die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

(Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder oder Erfinder/Anmelder nicht fur alle Bestimmungsstaaten oder fur die 
Vereinigten Staaten von Amerika als Erfinder benannt ist: In diesem Fall schreiben Sie 'Fortsetzung von Feld Nr. II", 
'Fortsetzung von Feld Nr. Ill" bzw. "Fortsetzung von Feld Nr. II und Nr. Ill" und geben den Namen des Erfinders oder die Namen 
der Erfinder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARJPO-, eurasisches, europaisches oder OAPI- 
Patent), fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

(iv) Wenn zusdtzlich zu dem Anwalt oder den Anwdlten, die in Feld Nr. IV angegeben sind, weitere Anwalte bestellt sind: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. IV" und machen fur jeden weiteren Anwalt die entsprechenden, in Feld Nr. IV 
vorgeschrie bene n A n gab en. 

(v) Wenn in Feld Nr. V bet einem Staat (oder bei OA PI) die Angabe "Zusatzpatent" oder u Zusatzzertiftkat f " oder wenn in Feld Nr. V 
bei den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe "Fortsetzung' 1 oder. "Teilfortsetzung" hinzugefiigt wird: In diesem Fall 
schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. V" und geben den Namen des betrejfenden Staats (oder OAPI) an und nach dem Namen 
jedes solchen Staats (oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum 
der Erteilung des Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechtsanmeldung. 

(vi) Wenn in Feld Nr. VI die Prioritat von mehr als drei friiheren Anmeldungen beansprucht wird' In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzung von Feld Nr. VI" und machen fur jede weitere fruhere Anmeldung die entsprechenden, in Feld Nr. VI vorgeschriebenen 
Angaben. 

(vii) Wenn in Feld Nr. VI die fruhere Anmeldung eine ARIPO Anmeldung ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld 
Nr. VI" und geben, unter Angabe der Nummer der Zeile, in der die die fruhere Anmeldung betrejfenden Angaben gemacht sind, 
mindestens einen Mitgliedstaat der Pariser Verbandsiibereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums oder ein Mitglied der 
Welthandelsorganisation (WTO) (das nicht Mitgliedstaat der Verbandsiibereinkunft ist) an, und fur den/das die fruhere Anmeldung 
erfolgte. 

2. Wenn, im Hinblick auf die Erkldrung bzgL vorsorglicher Bestimmungen in Feld Nr. V, der Anmelder Staaten von dieser Erkldrung 
ausnehmen mochte: In diesem Fall schreiben Sie " Bestimmung(en), die von der Erkldrung bzgL vorsorglicher Bestimmungen 
ausgenommen ist(sind) " und geben den Namen oder den Zweibucnstaben-Code jedes so ausgeschlossenen Staates an. 

3. Wenn der Anmelder fur irgendein Bestimmungsamt die Vorteile nationaler Vorschriften betrejfend unschadliche Offenbarung oder 
Ausnahmen von der Neuheitsschadlichkeit in Anspruch nimmt: In diesem Fall schreiben Sie "Erkldrung betrejfend unschadliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschadlichkeit" und geben im folgenden die entsprechende Erkldrung ab. 



j Feld Nr. VIII 

| Kontrolliste Punkt 3 

j Die Unterschriften der Erfinder Ronald WENDENBURG, Anja HOFFMANN Karl Otto 

I GREULICH, Shamci MONAJEMBASHI und Volker UHL werden nachgereicht. Die Erfinder 

; waren zum Zeitpunkt der Anmeldung nicht erreichbar. 



Formblatt PCT/RO/101 (Zusatzblatt) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Biatt Nr. 
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Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regcl 4.9 Absatz a werden hiennit vorgenommen 
mvfi angekreuzt werden) : 



(bitte die entsprechendzn Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kastchen 



Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Pro toko I Is und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau, RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
[jg EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DEDeutschland,DKDanemark,ESSpanien,FIFinnIand,FRFrankreich,GB VereinigtesK6mgreich,GRGriechenIand* 
IE Irland, IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat,* 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist jtR T\3fX * 

□ OA O API-Pa ten t:BF Burkina Faso,BJ Benin, CFZentralafrikanischeRepub I ik,CG Kongo, CI Cote d* [voire, CM Kamerun, 

GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo und jeder weitere 
Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls exne andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird, bitte 
auf der gepunkteten Ltnie angeben) 

Nations les Patent (fails exne andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird t bitte auf der gepunkreten Linie angeben): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australien 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China ; 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschland ■. 

Danemark 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 

Georgien 

Ghana 

GM Gambia 

GW Guinea-Bissau 

HR FCroatien 

Ungarn 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BG 

BR 

BY 

CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Poien 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei . 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 



Republik Korea 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

Kasachstan nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

Saint Lucia dieses Formblatts beigetreten sind: 

Sri Lanka □ 

Liberia □ ; 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusitzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch a!le anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen, die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart, dafl diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem PrioritStsdatum 
nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuriickgenommen gilt (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer MiUeilung. in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahiung der Bestimmungs- und 
der BestStigungsgebiXhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



FormbIattPCT/RO/10l (Blatt2)(Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu die sent Antragsformular 
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Blatt Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITY 



5ANSPRUCH 



| [ Weic^ff rioritatsansprtiche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeldcdatum 
ocr iruncrcn /\jimcjuung 
(T Qg/Monat/Jahr) 


Aktenzeichen . 

der Frilhrren Anmeldun? 


* 1st die frQhcrc Anmcldung cine: 


nationale Anmeldung: 
Staai 


regionalc Anmeldung:* 
regionales Ami 


internationale Anmeldung: 
Anmeldeamt 


Zeile(l) 

10,11.1999 

( 10 .November 199! 


l y y d4 y j j. o 


DE 






Zeik (2) 










Zeile (3) 











I Das Anmeldeamt wird ersucht, cine bcgiaubiglc Abschrift dcr oben in der (den) Zeiie(n) — — — — — — 

1 — 1 bezeichneten frilheren Anmeldung(en) zu crstellen und dem intemationalen Bllro zu Ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldung(en) Oct 

dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser intemationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 
m Falls es sich bet der fruheren Anmeldung urn e'xne ARIPO-Anmeldung handeit, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsubereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung emgeretcht wurde. 



Feld Nr. VII 



INTERNATIONALE RECHERC HENBEHORDE 

Antrag auf Nutzung dcr Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
frflhere Recherche (falls eine fruhere Recherche bet der intemationalen RecherchenbehOrde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist)' 



Wahl der intemationalen Recherchenbeh5rde (ISA) 
(falls zwei oder mehr als zwei internationale Recherchen- 
behOrden fur die Ausfiihrung der intemationalen Recherche 
zusttindig sind. geben Sie die von Ihnen gewdhlte Beh6rde an: 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden) 

ISA/EP 



Datum (Tag/Monat/JahrJ 



Aktenzeichen Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 



Antrag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspruche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Btattzahl insgesamt 



5 
7 

1 

1 

2 



18 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unteriagen bei: 
H Blan fur die GebQhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. £J Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden)3 2 8 9 4 

4. [x] Begrundung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. £3 Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der intemationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. Q Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlcsbarcr Form 

9. H Sonstige {einzelnauffuhren): Ver r echnung S S check 



Abbildung dcr Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassung 
veretTentlicht werden soil (Nr.): 



Sprache, in dcr die 
internationale Anmeldung 
eineereicht wird: 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
afis dem Antrag ef-gibt. in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. r 



(fSr^. Zeiss JfraGtfcH 



/f\ [ . Rrald 
L^P (Ecfinter:) 



itelfenpe 



In ja rO^ITWN 
(Er±irrieriii) 



Karl Ot±o GRHX1CH 
(Er±in3=r) 



(Ecfirxfer) 



(Etfincfer:) 



- Vom Anmeldeamt auszufullen . 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. Geandertes Eingangsdarum aufgrund nachtrSgiich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unteriagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



□ 



nicht ein- 
gegangen: 



5. Internationale RecherchenbehOrde 
(falls zwei oder mehr zustdndig sind) : 



ISA/ 



6. 



□ Ubermittlung_dcs Recherchenexemplars bis zur 
Zahlung derRecherchengebiihr aufgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Buro: 



. Vom Intemationalen BUro auszufullen . 



Formblan PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Titel: 

Anordnung zur Einkopplung einer optischen Pinzette und/oder eines 
Bearbeitungsstrahles in ein Mikroskop 

Die Erfindung erlaubt die raurnliche Fixierung von mikroskopischen 
Objekten im Laser Scanning Mikroskop, auch wahrend Verschiebung der 
Objektebene, zum Beispiel bei der Bildaufnahme. Somit konnen auch sich 
bewegende Objekte scharf abgebildet werden. 

Hintergrund der Erfindung 

Fur eine Reihe von biologischen Arbeitstechniken hat sich die optische 
Pinzette als interessantes Arbeitswerkzeug erwiesen. Die Kombination von 
Laser Scanning Mikroskopen mit Lasermikrotechniken lafit eine Erweiterung 
der experimentellen Moglichkeiten erwarten. 

LSM-Aufnahmen sich bewegender Objekte, vor allem im Inneren ungeoffneter 
Zellen, ergeben oft nicht zufriedenstellende Bilder, da sich viele 
subzellulare Strukturen wahrend der Scanzeit bewegen. Die optische Pinzette 
laftt sich hier ideal zur schonenden (Vital-) Fixierung einsetzen. Weiterhin 
ist mit der optischen Pinzette eine raumlich definierte Verschiebung von 
fixierten Objekten moglich. Anwendungsbeispiele fur den Einsatz einer 
kompensierten optischen Pinzette im Laser Scanning Mikroskop sind die 
Untersuchung von Organellen, zum Beispiel Chloroplasten, oder das 
Festhalten von durch Motorproteine bewegten Objekten. Im letzten Fall sind 
unter geeigneten Bedingungen sogar Kraftmessungen moglich. Grundsatziich 
konnen bewegliche Objekte, beispielsweise Partikel in Suspension oder 
bestimmte Organellen, ohne Fixierung durch eine kompensierte optische 
Pinzette, nicht scharf abgebildet werden. 

Eine durch das Objektiv eingekoppelte optische Pinzette hat ihren Fokus in 
der Objektebene. Wird durch den dreidimensionalen Bildaufnahmevorgang 
( Scannen") die Objektebene parallel verschoben, so verschiebt sich der 
Fokus der optischen Pinzette mit. Dies fuhrt dazu, daft Objekte, die durch 
die optische Pinzette gehalten werden, ebenfalls verschoben werden. Dies 
ist jedoch wahrend der Bildaufnahme unerwunscht. Deshalb mulJ die 
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Verschiebung der Objektebene durch eine geeignete Einrichtung im 
Strahlengang der optischen Pinzette kompensiert werden. 
Die Erfindung ist immer dann bei Laser Scanning Mikroskopen verschiedener 
Hersteller notwendig, wenn die optische Pinzette durch das Objektiv 
eingekoppelt wird und die dritte Dimension bei der Bildaufnahme durch 
Verschieben des Objektivs Oder des Objekttischs Oder einer anderen Methode, 
die den Fokus der optischen Pinzette relativ zur Probe verschiebt, 
erschlossen wird. 

Die Einkopplung der optischen Pinzette in ein inverses Mikroskop uber ein 
zweites hochaperturiges Objektiv, das die optische Pinzette von der anderen 
Seite der Probe einkoppelt (K. Visscher, G. J. Brakenhoff: Single Beam 
Optical Trapping Integrated in a Confocal Microscope for Biological 
Applications. Cytometry 12:486-491 (1991 )), macht eine kompensierte 
Bewegung der optischen Pinzette zwar uberflussig, dafur mud sich die Probe 
aber zwischen zwei Deckglasern befinden und darf eine gewisse Dicke nicht 
uberschreiten. Weiterhin schrankt diese Art der Einkopplung konventionelle 
mikroskopische Anwendungen ein, da das Objektiv fur die optische Pinzette 
an der Stelle plaziert ist, an der sich im inversen Mikroskop der 
Durchlichtstrahlengang befindet. Daruber hinaus ist die Probe von oben 
nicht mehr uneingeschrankt frei zuganglich, was zum Beispiel Anwendungen 
mit Mikroinjektions- oder Temperiereinrichtungen sehr erschwert, wenn nicht 
sogar unmoglich macht. Letzteres gilt auch fur Aufbauten, bei denen das 
optische Fixieren von Partikeln durch mit Mikrolinsen versehenen Glasfasern 
erfolgt, die direkt auf die Probe gefuhrt werden. Hinzu kommen Probleme mit 
der Sterilitat der Probe, da die Glasfasern in dickere 
Fltissigkeitsschichten eintauchen mussen, wenn Partikel an der Unterseite 
der Flussigkeit fixiert werden sollen. 

Beschreibung 

Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der Wirkung der Erfindung, 
Abbildung 2 die Anwendung in einem Mikroskop wie einem Laser-Scanning - 
Mikroskop. 

Im fur die Erfindung relevanten Aufbau wird die optische Pinzette durch das 
Mikroskopobjektiv in die Objektebene gefuhrt. Sie ist so justiert, dafc sich 
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in der Objektebene befindliche mikroskopische Partikel gehalten werden, das 
heiftt, der Fokus der optischen Pinzette liegt in der Objektebene. Bei der 
dreidimensionalen Bildaufnahme durch ein Laser Scanning Mikroskop muft die 
Objektebene jedoch parallel verschoben werden, um die aus der Objektebene 
heraus ragende dritte Dimension zu erschliefcen. Dadurch verschiebt sich 
auch der Fokus der optischen Pinzette, was zu einer unerwunschten 
Verschiebung der fixierten Partikel fuhrt. Ohne Kompensation dieser 
Verschiebung konnen dreidimensionale Objekte, die durch die optische 
Pinzette gehalten werden, nicht dreidimensional aufgelost aufgenommen 
werden. Eine Kompensation der Verschiebung der Objektebene, im Folgenden 
z-Kompensation genannt, besteht aus variablen optischen Elementen, die in 
der Strahlengang der optischen Pinzette eingefugt werden und die die 
Bewegung der Objektebene kompensieren. Die z-Kompensation bewirkt eine zur 
Bewegung der Objektebene simultan ablaufende kompensierende Bewegung der 
optischen Pinzette, so daft die Position des fixierten Objekts in der Probe 
erhalten bleibt. 

Realisiert wird die Kompensation uber ein elektromechanisch verschiebbares 
optisches Element im Einkoppelsystem der optischen Pinzette. Die exakte 
Position der Objektebene wird der Steuerelektronik des Laser Scanning 
Mikroskops wahrend des Bildaufnahmevorgangs entnommen. Entsprechend wird 
das verschiebbare optische Element im Einkoppelsystem der optischen 
Pinzette rechnergesteuert verfahren, so daft die Position des fixierten 
Objekts relativ zur Probe erhalten bleibt. Es ist prinzipiell nicht 
notwendig, die Position der Objektebene der Steuerelektronik des Laser 
Scanning Mikroskops zu entnehmen, da die Position der relevanten optischen 
Elemente auch elektromechanisch oder optisch detektiert werden kann. Dies 
ist allerdings mit einem groBeren Aufwand verbunden. 
Wenn der Strahlengang fur die optische Pinzette vom Laser zum Mikroskop 
Ciber Lichtleiter erfolgt, kann die z-Kompensation mit der mikroskopseitigen 
Halterung des Lichtleiters kombiniert werden. Es entsteht dann eine 
kompakte Einheit mit einem Minimum an optischen Elementen. 
Es besteht auch die Moglichkeit, die z-Kompensation manuell vorzunehmen. 
Dazu wird das zu untersuchende Objekt in verschiedenen x-y-Schnitten 
abgetastet. Zwischen den Schnitten wird die Objektebene durch das Laser 



3 



i 7403 DE 

Scanning Mikroskop verschoben. Vor der Aufnahme des nachsten Schnitts wird 
die Position des Fokus der optischen Pinzette durch manuelles Verschieben 
des im Strahlengang der optischen Pinzette befindlichen zusatzlichen 
optischen Elements wieder an den Ausgangspunkt gebracht. Dieser Vorgang 
wind fur jeden x-y-Schnitt wiederholt. Durch die oben beschriebene 
rechnergesteuerte elektromechanische Verschiebung des Kompensationselements 
wird jedoch wahrend der dreidimensionalen Bildaufnahme Zeit gespart, was 
bei kurzlebigen Praparaten von entscheidender Bedeutung sein kann. Es soil 
jedoch die z-Kompensation an sich patentiert werden, unabhangig von ihrer 
technischen Ausfuhrung. 

Sollen mehrere in Flussigkeit bewegliche Objekte untersucht werden, mussen 
( } diese alle mit einer optischen Pinzette fixiert werden. Die hier 

beschriebene z-Kompensation erlaubtauch das Einkoppeln einer sogenannten 
Multitrap", einer optischen Pinzette, bei der ein oder mehrere 
Laserstrahlen zur Fixierung auf mehrere Objekte gelenkt werden. Dies kann 
auch dadurch geschehen, daft mit Hilfe eines Scannerspiegels ein Strahl 
abwechselnd in hoher Frequenz auf mehrere Objekte so gelenkt wird, daft 
diese fixiert bleiben, auch wenn der Laserstrahl nicht permanent das 
entsprechende Objekt bestrahlt. 

Auf gleiche Weise wie die optische Pinzette kann auch ein Lasermikrostrahl 
kornpensiert eingekoppelt werden (Ein Lasermikrostrahl ist ein kurz 
gepulster Laserstrahl, der in ein Mikroskop eingekoppelt wird, urn 
( ) Mikromaterialbearbeitung durchzufuhren). Somit kann fur die Einkopplung des 
Lasermikrostrahls die gleiche Optik wie fur die optische Pinzette verwendet 
werden. Ein z-kompensierter Lasermikrostrahl erlaubt prazise 
Materialbearbeitung wahrend der Bildaufnahme, zum Beispiel urn die 
Licht-Materie-Wechselwirkung im Detail zu untersuchen. 

Die Abbildung 2 zeigt einen mikroskopischen Strahlengang mit einer Probe P, einem 
Objektiv O und einer Tubuslinse TL. 

Gber einen Umlenkspiegel US wird Qber eine Scanlinse SL und einen x/y Scanner 
SC sowie einen Umlenkspiegel US1 und einen dichroitischen StrahlteHer ST1 ein 
Laserstrahl L1 eingekoppelt, der die Probe P in x/y Richtung abscannt. 
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Der Strahlfokus in der Probe wird hierbei durch Verschieben des Objektives O in Z- 
Richtung uber eine Ansteuereinheit AS hohenverstellt, so daft die Probe an 
unterschiedlichen Z-Positionen abgescannt werden kann. 

Die von der Probe kommende Strahlung geiangt auf umgekehrten Weg uber den 
Stahlteiler ST1 auf eine Detektoreinheit, bestehend aus Pinholeoptik PO, Pinhole PH 
sowie Detektor DE. 

Weiterhin ist uber einen weiteren Stahlteiler ST2 und eine Linse L eine HBO - 
Beleuchtung einkoppelbar. 

Ober den Strahlteiler ST2 und einen weiteren Strahlteiler ST3 werden weiterhin in 
einer Variante V1 uber entsprechende Korrektionsoptiken 01 ,02 ein gepulster 
Laserstrahl L2 zum optischen Schneiden und ein weiterer Laserstrahl L3 als 
optische Pinzette ( Optical Tweezer) eingekoppelt. 

Beispielsweise kann es sich zur Lichteinkopplung urn eine indirekte Einkopplung 
uber Lichtleiter handeln, denen Kollimationsoptiken nachgeordnet sind. 
Durch Verschieben der Optiken oder der Lichtleiterenden entiang der optischen 
Achse andert sich die Strahlfokusposition des jeweiligen Lasers in der Probe P. 
Die Korrektionsoptiken 01 ,02 sind hierbei in der Variante V1 entiang der optischen 
Achse uber die Ansteuereinheit AS verschiebbar angeordnet, wobei die 
Ansteuereinheit AS diese Verschiebebewegung mit der Verschiebebewegung des 
Objektives abstimmen kann. 

Dies erfolgt durch eine zur Verschiebung des Objektives uber errechnete oder vorher 
abgespeicherte Korrekturwerte abgestimmte gegenlaufige Bewegung mindestens 
des Laserstrahles L3. 

Zum einen wird erreicht, daft die Lage des Fokus innerhalb Probe in Z-Richtung 
definiert verandert werden kann. 

Zum anderen kann ein mit der optischen Pinzette festgehaltenes Objekt vorteilhaft 
bei Verschiebungen des Objektivs in Z-Richtung immer an derselben Stelle in der 
Probe verbleiben. ' ■ ■ 

Neben der Bewegung der Optik 02 fur den Laser L3 kann auch die Optik 01 fur den 
Schneidelaser L2 entsprechend bewegt werden und dadurch die Lage des Schnittes 
beliebig und auch von der Lage des Lasers L3 entkoppelt gewahlt werden. 
In der anschlieliend dargestellten Variante V2 ist fur die Laser L2, L3 eine 
gemeinsame verschiebliche Korrekturoptik 03 vorgesehen. 
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Auch hier kann durch zusatzlich in den Strahlengang des Lasers L2 einsetzbare 
unterschiedliche Optiken eine Entkopplung der Bewegung von L2 und L3 erreicht 
werden. 

Weiterhin ist hier die Verwendung eines sogenannten Multibeam-Tweezers, d.h. 
einer Pinzette, bei der ein oder mehrere Laserstrahlen zum Festhalten von mehreren 
Objekten verwendet werden konnen, moglich. 

Dies kann dadurch geschehen, da& der Laserstrahl L3 mit Hilfe eines 
Scannerspiegels in hoher Frequenz auf mehrere Objekte so gelenkt wird, daR diese 
gleichzeitig festgehalten werden konnen ( C.Hoyer, S.Monajembashi, K.O. Greulich: 
Laser Manipulation and UV induced single molecule reactions of individual DNA 
molecules; Journal of Biotechnology 52 (1996), 65-73) 



Ahwendungsbeispiele 

Organellen konnen haufig nicht scharf abgebildet werden, da sie sich 
wahrend der Bildaufnahme bewegen. Nur durch den Einsatz einer kompensierten 
optischen Pinzette, die die Fixierung der Organellen wahrend der 
Bildaufnahme ermoglicht, sind scharfe, dreidimensionale Abbildungen 
moglich. So konnen Zellorganellen wie zum Beispiel Chloroplasten oder 
Mitochondrien in lebenden Zellen fixjert und scharf dreidimensional 
abgebildet werden. Organellen, die sich normalerweise nicht bewegen, wie 
sekretorische Vesikel oder der Graviperzeptionsapparat, konnen mit der 
optischen Pinzette aus der Ursprungsposition ausgelenkt werden und die 
Reaktion der Zelle darauf (Reorganisation) dreidimensional untersucht 
werden. Durch Auslenkung aus der Ruhelage kann auch die Cytoskelettdynamik 
in lebenden Zellen untersucht werden. 

Spharoiden konnen als in-vivo Modell fur Gewebe mit einer z-kompensierten 
optischen Pinzette im Laser Scanning Mikroskop dreidimensional manipuliert 
und untersucht werden. 

Mit Hilfe von Vitalfarbstoffen konnen lebende Zellen so angefarbt werden, 
da& sie mit Fluoreszenzmikroskopie abgebildet werden k6nnen. Mit einer in 
ein konfokales Laser Scanning Mikroskop integrierten z-kompensierten 
optischen Pinzette sind so Untersuchungen zur Chromosomenorganisation in 
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lebendeh Zellen moglich. Ebenfalls sind mit dieser Anordnung 
dreidimensionale Abbildungen und Untersuchungen zum TeiiungsprozeR an 
nichtadherenten Zellen moglich. 
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Patentanspruche 
1. 

Anordnung zur Einkopplung mindestens eines Strahles einer optischen Pinzette zum 
Einfangen von Teilchen und/ oder eines Bearbeitungsstrahles in einen 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem Laser-Scanning- Mikroskop, 
wobei Mittel zur frei einstellbaren Veranderung der Lage des Strahlfokus der 
optischen Pinzette und / oder des Bearbeitungsstrahles bezCiglich der Veranderung 
der Fokusposition des Mikroskopes vorgesehen sind. sind. 
2- 

Anordnung nach Anspruch 1, wobei zur Veranderung der Lage des Strahlfokus eine 

separate bewegliche Optik vorgesehen ist. 

3. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei Strahlaustritt und / 
oder Beleuchtungsoptik der Optischen Pinzette und/ oder des Bearbeitungsstrahles 
in Richtung der optischen Achse verschiebbar sind. 
4. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , wobei die Veranderung 
ansteuerbar ist und eine Bewegung der optischen Pinzette und/ oder des 
Bearbeitungsstrahles in Gegenrichtung zur Bewegung des Mikroskopobjektives 
bewirkt. 
5. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, mit einer definierten 
Ansteuerung der Verschiebung uber vorgespeicherte oder errechnete Werte in 
Abhangigkeit von der Fokusposition. 
6. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei mehrere optische 
Pinzetten und/ oder Bearbeitungsstrahlen vorgesehen , die einzeln und/ oder 
gemeinsam bezuglich ihrer Fokuslage einstellbar sind 
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Zusammenfassung 



Anordnung zur Einkopplung mindestens eines Strahles einer optischen Pinzette zum 
Einfangen von Teilchen und/ oder eines Bearbeitungsstrahles in einen 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem Laser-Scanning- Mikroskop, 
wobei Mittel zur frei einstellbaren Veranderung der Lage des Strahlfokus der 
optischen Pinzette und / Oder des Bearbeitungsstrahles beziiglich der Veranderung 
der Fokusposition des Mikroskopes vorgesehen sind. sind. 
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V^^TRAG UBER DIE INTERNATIO^E ZUSAMM ENARBEfT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 


PCT 

MITTEILUNG UBER DIE UBERMITl luimci uh 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 

ODER DER ERKLARUNG - » 

(RegeI44.1 PCT 


An 

CARL ZEISS JENA GMBH 
Carl-Zeiss-Promenade 10 
D-07745 Jena 
GERMANY 


Absendedatum 

(TagMonat/Jahr) 09/02/2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
7403 PCT 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unte 


Internationales Aktenzeichen - 
PCT/EP 00/10808 


Internationales Anmeldedatum 
(TagMonat/Jahr) 02/11/2000 


Anmelder 

CARL ZEISS JENA GMBH 



1 • EX] Dem Anmelder wird mitgeteilt, dafi der internationals Recherchenberlcht erstellt wurde und Ihm hiermlt ubermfttelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikei 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (sle^e Regel 46):, 
Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Bnreichung solcher Anderungen betrSgt Qbllcherweise zwei Monate ab der Ubermlttlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelhetten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmeK 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim, Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH^121 1 Gent 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2 - L_J Dem Anrne^e 1 * wird mitgeteilt, daS kein international Recherchenbericht ersteiit wird und daB ihm hiermit die Erk&mng nach 
Artikei 17(2)a) Obermittelt wird. 



□ Hinsichtiich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatziichen GebQhr (zusatziicher Gebuhren) nach Regel 402 wlr 
dem Anmelder mitgeteilt.-daB 

der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen rhit seinem Antrag auf Obermittfung des Wortiauts sowohi des 
Widerspruchs aisauch der Entscheidung hieruber an die Bestlmmungsamter dem Internationalen Buro Obermittelt worden 
sind. 



□ 
□ 



noch keine Entscheidung Dber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf foigendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nacn Ablauf von 18 Monaten sett dem Prioritatsdatum wird die intemationale Anmeldung vom Internationalen Buro verSffeni- 
)vSl^ er A"" 1610 *® 1 " ^ VerOffentiichung verhlndern Oder auf elnen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemSB Rege! 90 .1 
bzw. 9QT™3 vor AbschiuB der technischen Vorbereitungen fur die intemationale Veroffentlichung elne Erklarung Qber die ZLirucknab- 
me der internationalen Anmeidung Oder des PrioritStsanspruchs belm Internationalen Buro eingehen. 

innerhaib von 19 Monaten seit dem PrioritStsdatum 1st ein Antrag auf intemationale voriaufige PrOfung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Elntrttt in die natipnafe Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem soaar noch anger) 
verschieben m6chte. 

Innerhaib von 20 Monaten sett dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fOr den Eintritt In die nationale Phase vorgescfriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtem vomehm n, die nicht Innerhaib von 19 Monaten seit clem Prioritatsdatum in da 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewShlt w rden konnten, da fur sie 
Kapitei if des Vertrages nicht verbindiich 1st 



Name und Postanschrtft der Intemationaien Recherchenb horde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 po nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Roger Thomas 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen aufBetblan. 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



r^/l 



Diese Anrnerkungen solien grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gem a (3 Artikel 1 9 geben. Diesen Anrnerkungen 
lie gen die Erfordemi&se des Vertrags flber die intemattonale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der AusfQhruni 
ordnung und der VerwaKungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zw'ochen diesen Anrnerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Lettfaden fur AnmeJder, einer Veroffentlichung dei 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anrnerkungen verwendeten Begriffe "Artikel", "Reger und "Abschnrtt" beziehen sioh jeweils auf cfie Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT~Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 



hinweise zu Anderungen gemAss artikel 1 9 

Naoh Erhaft dea intemationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die AnsprQche der international en 
Anmeldung zu an dem. Ea ist jedoch zu betonen, daB, da alle Teile der intemationalen Anmeldung (AnsprQche, Beschreibung und 
Zeichnungen) w ah rend des intern ationaJen vorlaufigen PrQfungsverfahrens geandert warden konnen, norrnalerwetse keine Notwendigk* 
besteht, Anderungen der An sp ruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmefder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Sohutzes die Veroffentlichung dieser Anspruche wOnscht oder ein anderer Grund fQr eine An de rung der AnsprQche vor ihrer intemation; 
len Ver6ffentlichung voriiegt. Weiterhin tst zu beachten, daB ein vortaufiger Schutz nur in einigen St a at en erhaltiich tsL 



Welche Telle der intemationalen Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 kfinnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der intemationalen Phase konnen die AnsprQche aueh nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorlaufigen PrQfung beau 
tragten Be horde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intern ationaJ en vorlaufigen PrQfung beauftragten Behorde ge&ndert werden. 

Beim Eintritt in cfie nationaJe Phase konnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalfs Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermrttiung des intemationalen Recherche nberichte oder innerhalb von sechzehn Monaten i 
dem Prioritat&datum, je nach dem, welche Frist sp&ter abtauft Die Anderungen gotten jedoch als rechtzeitig eingeretcht, wenn sie 
dem Intemationalen BQro nach Ablaut der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorberertungen fQr die 
Internationale Veroffentlichung (Reg el 46.1) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Intemationalen BQro, nicht aber beim Anmefdeamt oder der Intemationalen Recherchenbehfird 
etngereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf Internationale vorlauftge PrQfung eingereicht wurde/wind, sie he unten. 

In welcher Form konnen Anderungen erf olgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprQche, durch HinzufQgung eines oder m eh rarer 
neuer AnsprQche oder durch Anderung des Wortiauts ernes oder mehrerer AnsprQche in der eingereichten Fassung. 

FQr je des Anspruchsblatt, das stch aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprQnglich eingereichten Blatt 
urtterscheidet, ist ein Ersalzblatt einzureichen. 

Alle AnsprQche, die auf einem Eraatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ztffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrtchen, so 
breuchen, die anderen AnsprQche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Nleunumerierung sind die AnsprQche fortiaufend zl 
numerieren (Verwaftungsriohtlinien, Absohnitt 205 b)). 

Die Anderungen mind In der Sprache abzufassen, In der dieintematlonale Anmeldung ver6ffentflcht wird. 



Welche Untertagen sind den Anderungen beizufQgen? 
BegierUchrefben (Absohnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht z us am men mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen verofferitlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "ErWarung nach Artikel 1 9(1 )' (sie he unten, "Erkl&rung nach Artikel 19(1 )*). 

Das Begleitschreiben let nach Wahl des Anmelders In engfischer Oder franzoslscher Sprache abzufassen. Bei engllschspt 
chlgen Intemationalen Anmeidungen 1st das Begleitschreiben aberebenfalis In engllscher, bei franzdslschsprachlgen Into 
nattonalen Anmeldungen In franzoslscher Sprache abzufassen. 



Anrnerkungen zu Formblatt PCT/IS A/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



IVNmE 



ANmERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



lm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten Anspruch 
anzugeben. So tst insbesondere zu jedem Anspruch in der intern ation a len Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnsprOchen konnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert tst; 

ii) der Anspruch gestrichen worden tst; 

iii) der Anspruch neu ist; 

rv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOohe in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Tetlung etnes Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufOhren tst. 



Im folgenden sind Beisplete angegeben, wle Anderungen im Begleitschreiben zu criSutem sind: 

1. [Wenn anstelle von ursprOnglich 48 AnsprOchen nach der Anderung einiger Anspruche 51 AnsprOche existieren]: 

'Die AnsprOche 1 bis 29, 31 ( 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte AnsprOche gteicher Numerierung ersetzt; AnsprOc* 
30, 33 und 36 urtverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefOgt* 

2. [Wenn anstelle von ursprOnglich 1 5 AnsprOchen nach der Anderung alter AnsprOche 1 1 AnsprOche existieren]: 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 11 treten an die Stelle der AnsprOche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprOnglich 14 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daB einige AnsprOche gestrichen werden u 
neue AnsprOche hinzugefugt warden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 14 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefugt. "Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16und17 hinzugefQgt; alle Obrigen AnsprOche unverandert * 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durch gefOhrt werden]: 

"AnsprOche 1 -1 0 urtverandert; AnsprOche 11 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 14, 15 und 16 durch ge&nderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 in geanderte Anspruche 15, 16 und 17 unterteUt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt" 



"Erklarung nach Artikel 19(1)" (Reg erf 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErWarung beigefOgt werden, mit der die Anderungen ertautert und ihre Auswirkurtgen auf c5e 
Beschreibung und die Zeichnungen dargefegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1) ge&ndert werden konnen). 

Die Erklarung wird zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den ge&nderten AnsprOchen veroffentiecht. 
Sle ist in der Sprache abztrfassen, In der die intemationalen Anmeldung venMfefttllcht wird. 

Sie muB kurz gehaiten sein und darf, wenn in engfischer Sprache abgefaBt oder ins Englische Qber&etzt, nicht mehr aJs 500 
WOrter urnf assen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechsein mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen tn der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Oberschrifl als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "Erklarung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erklarung darf keine herabeetze nden AuBerungen Ober den inter nationaten Recherchenbericht oder die Bedeutung von in derr 
Bericht angefOhrten Veroffentlichungen e nth arten. Sie darf auf im international en Recherchenbericht angefQhrte VerCffentlichun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch bezie hen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 



Auswirkungen dines be raits gestellten Ant rags auf Internationale voriaufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Ant rag auf intern at ionale voriaufige PrOfung 
gestellt worden, so soflte der Anmelder in seinem Interesse gietchzeittg mit der Einreichung der Anderungen betm Intern ation aien 
BOro auch eine Kopte der Andemngen bet der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung beauftragen Be horde einretchen (siehe 
Regel 62.2 a), e rster Satz). 

Auswirkungen von Anderungen hlnslchtlich der Obersetrung dertnternationalen Anmeldung boim Elntritt in die 
Rationale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Etntritt in die national© Phase m&gficherweise anstatt oder zusatzlich zu der Uber- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 1 9 geanderten AnsprOche an die 
bestirnmten/ausgewahtten Amter zu Obermitteln tst. 

Nahere Einzelheiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahften Amts sind Band II des PCT-Leirfadens fur Anmelder 
zu ent nehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



Vfl^RAG UBER DIE PNTERNATION! 
W AUF DEM GEBIET DES P 



ATO 



ZUSAMM EN ARBEIT 
NTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artike! 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anm elders Oder Anwalts 

7403 PCT 



WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/IS A/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/10808 



Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

02/11/2000 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/MonaV. 

10/11/1999 



Anmelder 



CARL ZEISS JENA GMBH 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbeh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationaie Recherchenbericht umfaGt insgesamt_4 Blatter. 

PH ■ Daruber hinaus liegt Ihm jeweils eine Kopie der In diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 

1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationaie Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sotern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I | Die internationaie Recherche ist auf der Grundlage elner bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationaie 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleoid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationaie 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokoll s durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I | zusammen mit der internationalen Anmeldung In computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I | bei der Behorde nachtraglich in schrfftlicher Form eingereicht worden isL 

I | bei der BehSrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
intemationaien Anmeldung im Anmefdezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entspreche 
wurde vorgelegt. 

2 * CZ] Bestimmte An sp ruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
3. [^] Mangelnde Einheitlichkeit der Erflndung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortiaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehOrde festgesetzt. Der 
J_AJ Anmelder kann der BehGrde innerhalb eines Monats nach dem E>atum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme voriegen. 

Folgende Abbiidung der Zeichnungen 1st mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr, 



1 I wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

PH well der Anmelder selbst kelne Abbiidung vorgeschlagen hat. 
[~| well diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet 
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Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP 00/10808 



Feld III 



WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Anordnung zur Einkopplung midestens eines Strahles <L3) einer optischen Pinzet 
zum Einfangen von Teilchen und/oder eines Bearbeitungsstrahles (L2) in einen 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem Laser-Scanning-Mikroskop 
(O, SC) , wobei Mittel (AS) zur frei einstellbaren Veranderung der Lage des 
Strahlfokus der optischen Pinzette und/oder des Bearbeitungsstrahles bezuglich 
der Veranderung der Fokusposition des Mikroskopes vorgesehen sind. 
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INTERNATIO^ALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktehzeichen 

PCT/EP 00/10808 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G02B21/00 G01N15/14 G02B21/06 G02B21/32 C12M1/00 



Nach der Internal ionalen Pate ntklassiftkat ion (IPK) Oder nach der nationaten Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssyrnbole ) 

IPK 7 G02B G01N H05H C12M 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, sowett diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intern at ionalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegrtffe) 

EPO-Internal , WPI Data, INSPEC, IBM-TDB 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 94 16543 A (SCHUETZE RAIMUND) 

21. Juli 1994 (1994-07-21) 

Seite 1, Zeile 11 - Zeile 21 

Seite 2, Zeile 21 -Seite 3, Zeile 30 

Seite 5, Zeile 36 -Seite 6, Zeile 37 

Seite 8, Zeile 33 -Seite 9, Zeile 24 

Seite 12, Zeile 1 -Seite 14, Zeile 32 



1,2,4,6 
3 



Zusammenfassung; Abbi Idling 1 



./__ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kaiegorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

*A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E* atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

'L' Veroffentlichung, die geeignet 1st, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das VerSffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentfichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung, die sich auf eine mGndliche Offenbarung, 

eine Benulzung, eine Ausste Hung Oder ande re MaBnahmen bezteht 

m P* Ver6ffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorttatsdatum veroffentlicht worden ist 



•T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Priorttatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kolfidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeltegenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Ver5ffenttichung nicht ate neu Oder auf 
erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet werden 

*V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht aJs auf erf inderischer Tatigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

'&' VerSffentlichung, die Mitglied dersetben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



31. Januar 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



09/02/2001 



Name und Postanschrtft der Internationalen Recherchenbeh6rde 
Europatsches Patentamt, P.B. 5818 Patent I aan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. <+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-301 6 



Bevoilmachtigter Bediensteter 



Narganes-Qu1 jano, F 
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INTERNATIONALEfi REGHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/10808 



C:(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* | Bezeichnung der VerSffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



x 

A 

X 
A 

X 
A 



FAELLMAN E ET AL: "DESIGN FOR FULLY 
STEERABLE DUAL-TRAP OPTICAL TWEEZERS" 
APPLIED OPTICS, US, OPTICAL SOCIETY OF 
AMERICA, WASHINGTON, 
Bd. 36, Nr. 10, 

1. April 1997 (1997-04-01), Seiten 
2107-2113, XP000690365 
ISSN: 0003-6935 

Seite 2107, Spalte 1, Absatz 1 
Seite 2110, Spalte 1, Absatz 5 -Seite 
2112, Spalte 2, Absatz 2 
Zusammenfassung; Abbildungen 1-3 

EP 0 486 732 A (HATFIELD POLYTECHNIC) 
27. Mai 1992 (1992-05-27) 
Seite 2, Zeile 1-26 
Seite 3, Zeile 21-26 
Seite 4, Zeile 41-44 
Zusammenfassung; Abbildungen 1-4 

US 4 934 799 A (CHU MOO J) 

19. Juni 1990 (1990-06-19) 

Spalte 2, Zeile 48 -Spalte 4, Zeile 2 

Zusammenfassung; Abbildung 1 

US 4 289 378 A (REMY ERNST ET AL) 
15. September 1981 (1981-09-15) 
Spalte 3, Zeile 50 -Spalte 5, Zeile 21 
Anspruch 3 
Zusammenfassung; Abbildungen 1-3 

EP 0 092 090 A (ZEISS CARL FA) 
26. Oktober 1983 (1983-10-26) 
Seite 3, Zeile 22 -Seite 4, Zeile 17 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

DE 198 01 139 A (UHL RAINER DR) 
15. Juli 1999 (1999-07-15) 
Spalte 1, Zeile 3-37 
Spalte 2, Zeile 45-66 
Zusammenfassung; Abbildungen 1-3 

HOYER C ET AL: "Laser manipulation and UV 

induced single molecule reactions of 

individual DNA molecules" 

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, NL, ELSEVIER 

SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 

Bd. 52, Nr. 2, 

10. Dezember 1996 (1996-12-10), Seiten 

65-73, XP004095273 

ISSN: 0168-1656 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 67, Spalte 2, Absatz 2 

Zusammenfassung; Abbildung 3 



1,2,5,6 



3,4 



1-3 



1,2 
3 

1,2,5,6 
3,4 

1,2 
3 

1,6 



1,6 
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